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1- RESUMEN

El virus Gammaherpes bovino 4 (BoHV — 4) miembro de la familia
Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae, género Rhadinovirus esti
distribuido mundialmente y se lo ha aislado tanto en animales sanos como enfermos
con infecciones respiratorias, vulvovaginitis, mastitis, abortos, endometritis. La
infeccion latente es una estrategia utilizada por este virus, manteniéndose en las
células de la linea monocitica y tejidos del sistema nervioso periférico y/o central.
Presenta particular afinidad por el endotelio vascular, tejido mamario, endometrio y
tejidos fetales. La baja eficiencia reproductiva al igual que el bajo indice de procreo
son los problemas primordiales en la ganaderia de cria a nivel nacional. Existen
varios factores involucrados, pero en lo que se refiere a causas virales, los
principales agentes involucrados han sido el virus de la rinotraqueitis infecciosa
bovina y el virus de la diarrea viral bovina. Sin embargo hasta el momento no se
habian realizado estudios que demostraran la presencia del virus Gammaherpes tipo
4y su impacto en la salud animal. Teniendo en cuenta que otros paises de la region
han puesto en evidencia la presencia de este virus y su repercusion, se consideré de
suma importancia la busqueda del mismo en el rodeo nacional. Se utiliz6 un ELISA
comercial como técnica serolégica para determinar la presencia de anticuerpos
especificos y se estandarizé una reaccion de la cadena de polimerasa (nPCR) para
confirmar la presencia del agente viral, secuenciando posteriormente algunas de las
muestras positivas. Se utilizaron 47 muestras de sangre y suero de vacas Holando
con antecedentes de problemas reproductivos (repeticion de celos, abortos, etc) del
departamento de Florida, Uruguay. Mediante este experimento se determiné que 40
(85%) de las muestras analizadas fueron seropositivas para BoHV-4, y 13 (28%)
fueron positivas para la nPCR. El arbol filogenético demostr6 un alto nivel de
homologia entre las cepas uruguayas y los aislamientos de la region. Este es el
primer reporte en nuestro pais de la presencia de BoHV-4. Estudios futuros deben
ser realizados para evaluar la diseminacion del virus en la poblacion bovina y cual es
el impacto que el mismo produce en la produccion nacional.



2 - SUMMARY

The bovine Gammaherpes virus 4 (BoHV-4) member of the family
Herpesviridae, subfamily Gammaherpesvirinae, genus Rhadinovirus is distributed
worldwide and has been isolated in both healthy and diseased animals with
respiratory infections, vulvovaginitis, mastitis, abortions and endometritis. Latent
infection is a strategy used by this virus, using the cells of the monocytic line and
tissues of the peripheral and / or central nervous system. It has a particular affinity for
the vascular endothelium, mammary tissue, endometrium and fetal tissues. The low
productive efficiency as well as the low index of procreation are the primordial
problems in the breeding livestock at national level. There are several factors
involved. But as far as viral causes are concerned, the main agents involved have
been bovine infectious rhinotracheitis virus and bovine viral diarrhea virus. However,
studies to demonstrate the presence of Gammaherpes virus type 4 and its impact on
animal health have not yet been carried out. Taking into account that other countries
in the region have demonstrated the presence of this virus and its impact, it was
considered of utmost importance the search for the same in the national rodeo. A
commercial ELISA was used as a serological technique to determine the presence of
specific antibodies and polymerase chain reaction (nPCR) was standardized to
confirm the presence of the viral agent, subsequently sequencing some of the
positive samples. 47 samples of blood and sera from Holland cows with a history of
reproductive problems (jealousy replication, abortions, etc.) were used in different
farms of Florida departments in Uruguay. This experiment determined that 40 (85%)
of the analyzed samples were seropositive for BoHV-4, and 13 (28%) were positive
for nPCR. Phylogenetic tree demonstrated a high level of homology between
Uruguayan strains and insulations from the region. This is the first report in our
country of the presence of BoHV-4. Future studies should be carried out to evaluate
the dissemination of the virus in the bovine population and which impact produces in
the national production.



3 -INTRODUCCION

El agente etioldégico (BoHV-4) pertenece al orden Herpesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Gammaherpesvirinae, género Rhadinovirus, especie virus
gammabherpes bovino 4 (ICTV, 2016).

Antiguamente, mal relacionado genéticamente con otro herpesvirus bovino, BoHV —
1, que pertenece a la subfamilia Alfaherpesvirinae, responsable de la rinotraqueitis
infecciosa bovina (Davisson y col., 2009).

Mas de 40 cepas de BoHV - 4 se han aislado en todo el mundo. Estas cepas se
pueden clasificar en tres grupos: cepas europeas (similares a Movar cepas 33/63),
cepas americanas (0 cepas similares a DN599) y cepas de bufalos africanos (Motta
y col., 2013).

Puede infectar a rumiantes como la especie bovina, bisonte americano, bufalos,
ovejas y cabras, asi también a no rumiantes como conejillos de indias y gatos (al
menos los recién nacidos) (Chastant-Maillard, 2013).

Estudios genéticos indican que BoHV - 4 ha sido transmitido de bufalos al ganado en
algiin momento posterior a la adquisicion de genes de BoHV - 4 por parte de los
primeros. Esto se desprende de casos donde la transmision interespecie debe haber
ocurrido en el pasado, aunque se detectan una serie de eventos de recombinacion
genética (Dewals y col., 2006). Ademas, Dewals y col. (2005) indican como
reservorio original de BoHV-4 al bufalo africano, luego de encontrar prevalencias
mayores en el bufalo africano que en el ganado.

BoHV-4 presenta una distribucion mundial, ha sido aislado de bovinos con
infecciones respiratorias, vulvovaginitis, mastitis, abortos, endometritis y de animales
aparentemente sanos en diferentes partes del mundo poniendo de manifiesto el
riesgo que podria representar para la salud publica. Si bien no se ha reconocido
como agente causal de una entidad patoldégica en particular, se asocia
principalmente con infecciones del tracto reproductivo de los bovinos (Moran y col.,
2015).

Este virus puede infectar un amplio rango de especies tanto in vivo como in vitro. La
infeccion latente que desarrolla es una herramienta de supervivencia del virus. En
algunas ocasiones se ha visto que se establece latencia en células de la linea
monocitica, como también en tejidos del sistema nervioso periférico y / o central
(Campos y col., 2014).

Segun Donofrio y col., (2000), Costa y col., (2011) y Vernay col., (2012), este virus
infecta las células mononucleares de la sangre y presenta tropismo especifico por



endotelio vascular, tejido mamario, endometrio y tejidos fetales. Puede también
encontrarse en hueso o células de la médula 6sea a los 62 dias post inoculacion.

El BoHV-4 cobra cada vez mas importancia en los problemas reproductivos debido a
que, junto a su capacidad patoldgica, predispone la aparicion de otras enfermedades
(Chastant-Maillard, 2013).Su impacto negativo en el rendimiento reproductivo ha
sido sugerido por un estudio epidemiolégico donde se puede ver que la
seroprevalencia contra BoHV - 4 es mayor en hembras abortadas y en los cuadros
de repeticidon de celo respecto a hembras que no presentan problemas reproductivos
(Motta y col., 2013).

En cuanto a nuestro pais, las pérdidas reproductivas rondan entre 11 y 12 %
(Baroni, 2017) siendo el principal problema en la ganaderia de cria a nivel nacional,
con indices de procreo que rondan el 70,2% (Uruguay XXI, 2015). Considerandose
actualmente de importancia en esta casuistica a rinotraqueitis viral bovina (BoHV —
1) y diarrea viral bovina (DVB) (Eastman, 2006). Hasta el momento no se han hecho
estudios que demuestren la presencia del gammaherpes bovino 4 a nivel nacional y
cual es el impacto que el mismo puede tener en la salud animal.

Como diagnéstico se han utilizado técnicas seroldgicas como Inmunoensayo ligado
a enzima (ELISA), principalmente, para la deteccion de anticuerpos especificos
(Organizacion Internacional de Salud Animal, 2008). La técnica de reaccion de la
cadena de polimerasa (PCR) es a su vez una de las més utilizadas para amplificar
diferentes regiones del genoma viral (Moran, 2015). Esta técnica ha sido modificada
de numerosas maneras segun Manual de la OIE (2008). Dentro de estas, una de los
mas usadas es la PCR anidada (del inglés, Nested PCR) que emplea dos pares de
cebadores en dos rondas sucesivas del ensayo, el segundo amplifica una secuencia
diana del producto de amplificacion de la primera ronda.

En base a lo expuesto consideramos de suma utilidad la deteccién tanto seroldgica
como molecular de BoHV - 4 en rodeos lecheros, siendo desde nuestro punto de
vista necesario debido a las alteraciones causadas por este agente y sus posibles
repercusiones en la ganaderia nacional.



4 - REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1 - Descripcion del agente

El virus en estudio pertenece al orden Herpesvirales, familia Herpesviridae,
subfamilia. Gammaherpesvirinae, género Rhadinovirus, especie virus gammaherpes
bovino tipo 4 (Fig. 1)(ICTV, 2016).

El genoma del BoHV - 4 corresponde a una molécula de ADN lineal bicatenario con
aproximadamente 144 kb, compuesta por una regién central con bajo contenido G +
C, en ambos extremos presenta repeticiones de alto contenido de esta combinacion.
La longitud del ADN polirrepetitivo (prADN) es especifica para cada cepa y a su vez
puede variar dentro de esta, estas diferencias se deben al nimero variable de
fragmentos de 200pb cada uno los cuales constituyen sitios de recombinacion
(Moran y col., 2015) (Fig. 2).

El material genético se encuentra dentro de una capside con simetria icosaédrica
formada por 162 capsémeros. Posee una nucleocapside rodeada por una sustancia
amorfa que corresponde al tegumento, el cual contiene proteinas de regulacion, a su
vez este se rodea de una bicapa lipidica que presenta proyecciones glicoproteicas
de 8 nm sobre la superficie del viridbn. Esta estructura determina que sea un virus
sensible a éter y al cloroformo, a su vez su replicacién puede ser inhibida por el
bromuro de dioxiuridina a 0,1mM. Presenta baja resistencia a pH bajo y puede
inactivarse a temperaturas de 50 °C durante 30 minutos y mediante proceso de
pasteurizacion (Bona y col., 2005).

Figura 1. Virus gammaherpes bovino-4 (Fenner 4th edition, 2011).
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Figura 2. Organizacion gendémica del BoHV — 4. LUR: region larga Gnica. PrDNA: ADN polirrepetitivo.
Los genes se agrupan en 5 rectangulos. Adaptada de Markine — Goriaynoff y col. (2003).

4.2 - Replicacion y latencia

Es caracteristico de la familia Herpesviridaereplicar su genoma en el nucleo
de la célula huésped, utilizando a ésta para su sintesis proteica (Meyer y col., 1999).
La multiplicacion primaria de BoHV - 4 se realiza en las células epiteliales de la
mucosa (Campos y col., 2014). La intensidad con que se da depende
fundamentalmente de la respuesta inmune adquirida por la exposicién natural al
virus (Pastoret y col., 1979), de forma tal que cuando aquella es exagerada se
produce diseminacion y posiblemente transmision a hospederos susceptibles (Narita
y col., 1978; Ackermann y col., 1982; Thiry y col., 1987). Posterior a la multiplicacion
se disemina dentro del organismo en células mononucleares. Durante la fase aguda
de la infeccion el virus se replica en los linfocitos, ocurriendo una multiplicacion
masiva entre la séptima y octava semana post infeccion permaneciendo en estado
latente, siendo asi la persistencia de la infeccién de por vida en el hospedador. Hay
replicaciones virales que derivan en la diseminacién y transmision de la enfermedad.
El fendbmeno conocido como reactivacion de la latencia, generalmente se asocia a
situaciones de estrés natural o artificial como pueden ser infecciones intercurrentes o
transporte (Moran y col, 2015). La multiplicacion viral también puede ser reactivada
por corticosteroides. Ambos factores (estrés y corticoides) presentes al momento del
parto (Chastant-Maillard, 2013).

Como todo gammaherpesvirusposee la capacidad de replicarse en células linfoides,
y de esta forma persiste en linfocitos y macréfagos, pero también se lo ha detectado
en ceélulas de tejido nervioso periférico y/o central, siendo ocasionalmente detectado
en ganglio trigémino en ganado infectado naturalmente (Campos y col., 2014). La
reactivacion solo ocurre en una pequefia proporcion de neuronas (Jones y col.,
2006). Del cuerpo de las neuronas las capsides virales son transportadas de manera



anterégrada con movilidad bidireccional hasta alcanzar el axén (Smith y col., 2001).
Estos axones estan unidos a células de la mucosa donde promueven la liberacion
viral (Enquist y col., 2002).

La persistencia de la infeccion es de por vida en el hospedador, con replicaciones
virales restringidas pero recurrentes que derivan en la diseminacion y transmision
viral, a este mecanismo se le denomina latencia, por lo que se considera a los
hospedadores latentemente infectados fuentes potenciales de transmision del virus,
ademas se evidencia una respuesta inmune detectable a nivel poblacional (Campos,
2014).

4.3 - Epidemiologia
4.3.1 — Distribucion

BoHV - 4 est4 distribuido mundialmente y se ha aislado en animales sanos
como enfermos, aunque no se ha puesto de manifiesto el riesgo que podria
representar para la salud publica (Donofrio y col. 2000; Nikolin y col., 2008; Bilge-
Dagalp y col., 2010; 2012).

El primer aislamiento del BoHV - 4 fue realizado en Hungria en 1963 en terneros con
queratoconjuntivitis y enfermedad respiratoria dando origen a dos grupos de cepas
prototipo: el grupo americano tipo DN599 y el grupo europeo tipo Movar (Mohanty y
col., 1971)

4.3.2 - Transmision

BoHV - 4 puede transmitirse tanto de forma horizontal como vertical. La forma
horizontal se produce por contacto directo e indirecto mediante secreciones o
féomites. Como posibles fuentes de infeccibn deben considerarse las secreciones
nasales, orales y genitales. El virus puede ser eliminado de forma intermitente en
algunos casos (Campos y col., 2014).

Estudios realizados en ovocitos extraidos de ovarios de mataderos indican la
implicancia de la infeccion temprana sobre la transmision vertical, demostrandose
que el virus es capaz de atravesar la barrera placentaria y replicarse dentro del feto
(Chastant — Maillard, 2013).

Puede ademas, segun Gonzalez Altamiranda y col. (2015) transmitirse
potencialmente en embriones en edad de transferencia, representando un riesgo
para la reproduccién de estos; aunque anteriormente Chastant-Maillard (2013),
habria descartado cualquier riesgo para la produccion de embriones tanto in vivo



como in vitro, asegurando que el tratamiento de embriones con tripsina libera al
BoHV -4 de la zona pellcida. Es decir que este se adhiere a esa estructura hasta el
séptimo lavado de embriones recogidos in vivo, por lo que el virus no seria
infeccioso para las células embrionarias a excepcion de casos en los que se exista
ruptura de la zona peldcida.

En estudios realizados en vacas gestantes inoculadas con cepa LVR140, se aislo el
virus de muestras de Utero, de loquios y ganglios iliacos posterior al parto; también
se aislo y detecté mediante PCR en leche de vacas inoculadas por via intramamaria
con cepas holandesas (Wellemberg y col.,, 2001). Los mismos resultados se
obtuvieron de infecciones naturales, donde se detecto la presencia de ADN viral en
células epiteliales de conductos mamarios y en leche de vacas con mastitis (Miyano
y col., 2004; Izumi y col., 2006).

4.3.3 - Antecedentes en la reqiéon

En Argentina, el BoHV-4 fue aislado y caracterizado en el afio 2007 siendo
este aislamiento obtenido de muestras de mucus cérvico-vaginal de vacas que
abortaron, también fue aislado de hisopados nasales y pulmoén de bovinos con
diversos cuadros clinicos y de semen congelado, desde entonces el nimero de
aislamiento ha ido en aumento (Moran y col., 2015).

En Brasil, en el estado de Minas de Gerais reportaron casos en terneros con signos
neurolégicos (Costa y col., 2011) y en Parana se aisl6 de muestras extraidas de
hembras con antecedentes de abortos (Kruger y col., 2015).

En Chile pudo aislarse de tejidos fetales provenientes de abortos (Lértora, 2003).

Estudios comparativos en el departamento de Caquetd Colombia muestran mayor
seroprevalencia en bdufalos, particularmente bufalos africanos los que podrian
considerarse como reservorio natural del virus. Por el contrario, se encontré que en
bovinos es mayor la presencia de BoHV - 1 (Motta y col., 2013).

4.3.4 -Implicancia clinica el virus

Su impacto negativo en el rendimiento reproductivo ha sido sugerido por
estudios epidemioldgicos donde se puede ver que la seroprevalencia contra BoHV-4
es mayor en hembras que abortan y en hembras que manifiestan repeticion de celos
que en hembras que no presentan signos reproductivos patoldgicos (Kale y col.,
2011; Motta y col., 2013). Tal es asi que en los ultimos afios ha sido reconocido
como un patogeno del sistema reproductivo (Donofrio y col., 2009).



Varios estudios han establecido una relacién entre la respuesta de anticuerpos a
BoHV - 4 y la aparicion de problemas de fertilidad (Welleans y col., 1986; Czaplicki y
Thiry, 1998; Monge y col., 2006). También estos autoreshan utilizado una PCR
anidada para la deteccion del genoma la cual fue descrita por Egyed (1996).
Ademas se han realizado estudios filogenéticos donde se pudo ver alta variabilidad
genética entre cepas de campo (Vernay col., 2012).

BoHV - 4 puede causar abortos que rara vez son diagnosticados, asi como también
mastitis o lesiones en ubres asociadas a cambios en la leche (Donofrio, 2009). En el
caso de machos expuestos al BoHV - 4 pueden llegar a presentar orquitis y/o
epididimitis (Motta y col., 2013).

No se han determinado variaciones significativas entre razas frente a la prevalencia
de anticuerpos, aunque si estd altamente correlacionada con la edad de los
animales, ejemplares mas viejos resultaron mayormente infectados que los jovenes
(Elhassan y col., 2011). Dagalp y col. (2007), aseguraron que las hembras muestran
mayor cantidad de anticuerpos que los machos, lo cual cabe destacar que es una
caracteristica compartida con BoHV — 1.

En lugares como Turquia se ha determinado que la infeccion de BoHV — 4 varia
entre organos de fetos de corderos abortados sin demostrar repercusion
reproductiva alguna en el ganado; también ésta baja infeccién se determiné para
BoHV - 1, no siendo igual para diarrea viral bovina, quien estd presente en esta
region y juega un papel importante en casos de abortos en ganado bovino (Yilmaz y
col., 2015).

4.3.5 - Virus Gammaherpes bovino 4 en el Uruguay

En cuanto a nuestro pais, las pérdidas reproductivas (11 — 12%) (Baroni,
2017) son el principal problema en la ganaderia de cria a nivel nacional, con indices
de procreo que rondan el 70% (Uruguay XXI, 2015). Actualmente, se consideran de
importancia en esta casuistica enfermedades virales como rinotraqueitis viral bovina
(BoHV - 1) y diarrea viral bovina (VDVB) entre otras, pero se desconoce la presencia
del virus gammabherpes bovino 4 a nivel nacional y cual es el impacto que el mismo
puede tener en la salud animal. Este seria entonces el primer estudio de BoHV - 4
en nuestro pais.

4.4 - Patogenia y manifestaciones clinicas causadas por BoHV - 4

Al BoHV - 4 cada vez mas se lo responsabiliza de problemas reproductivos.
Este infecta las células mononucleares de la sangre y presenta tropismo especifico



por el endotelio vascular, tejido mamario, endometrio y tejidos fetales. Ha sido
aislado, aunque no de rutina, en una gran variedad de casos clinicos, causando
principalmente metritis, vaginitis y mastitis, pero también endometritis, aborto y
orquitis. Puede también encontrarse en hueso o células de la médula a los 62 dias
post incubacion (Chastant-Maillard, 2013).

Otros autores determinan que la presencia de BoHV - 4 estimula la produccion de
prostaglandina E (PGE) por parte de las células endometriales. Esta es mediadora
de la respuesta inflamatoria frente a infecciones bacterianas, asi como inductora de
la replicacion del propio virus durante la reactivacion (Campos y col, 2014). En casos
en que se expuso ceélulas del estroma uterino a la presencia de BoHV-4 se
determind que estas produjeron PGE en cantidades superiores a las fisiologicas
(Motta y col., 2013). También Donofrio y col. (2005) y Moran y col. (2015) mencionan
la asociacién de este virus con otros patdgenos en casos de metritis, donde esta
podria ser exacerbada por el reclutamiento de macréfagos en el sitio de inflamacion.
La endometritis bacteriana produciria secrecion de PGE en células endometriales y
a su vez cumple un papel importante en la reactivacion y posterior replicacion del
BoHV — 4 (Donofrio y col., 2005; Donofrio y col., 2007).

Donofrio y col. (2010) han propuesto que la infeccion persistente de macrofagos con
el BoHV — 4 es secundaria, de igual forma que la infeccién bacteriana en la metritis
postparto del bovino.

Su patogenicidad intrinseca puede parecer baja ya que los sintomas se manifiestan
cuando BoHV - 4 coopera con las bacterias dentro del utero o la glandula mamaria,
por lo que, en algunos casos, es mas bien considerado como un cofactor para el
desarrollo de una reaccion inflamatoria iniciada por bacterias (Chastant-Maillard,
2013).

Deim y col.,(2007) sugieren que este virus produce destruccion de células
placentarias llevando a una alteracién del equilibrio inmune durante la gestacion,
produciendo eventualmente a abortos.

BoHV — 4 ha sido aislado de ganado con una amplia variacion de lesiones
inflamatorias, como dermatitis pustular mamaria, metritis, neumonia, diarrea,
enfermedades respiratorias, dermatitis interdigital y vaginitis (Bartha y col., 1966;
Thiry y col., 1989; Miyano y col., 2004; Nikolin y col., 2007). En particular, Bellino y
col. (2015) realizaron seguimientos de casos en vacas Holando en las que los signos
inespecificos observados eran: decubitos forzados, anorexia, depresion de estado
mental, pirexia (41°C), dermatitis papulo-costrosa pruriginosa de la cabeza, cuello,
cola y ubre, hemorragia de mucosa vulvar y diarrea sanguinolenta. Estos autores
observaron que las mismas respondieron de forma negativa a estudios toxicolégicos
al igual que a determinaciones serologicas para distintos virus, resultando positivas a



la técnica de Nested PCR para BoHV — 4, acusando a éste como responsable
patdgeno de tales casos.

4.5 - Respuesta inmune del hospedador a la infeccion

La respuesta humoral del ganado bovino después de la infeccion por BoHV-4
se caracteriza por la escasa produccion de anticuerpos neutralizantes con baja
avidez (Thiry y col., 1990; Debuisson y col., 1990).

En practicas experimentales en bovinos y conejos se detectd serologia positiva por
ELISA, sin embargo, estos resultados se tornaron negativos en la deteccion de
anticuerpos neutralizantes mediante pruebas de neutralizacion viral (Essmall y col.,
1999; Asano y col., 2003).

No hay evidencias de reaccién cruzada entre anticuerpos especificos de Herpes
virus tipo 1 con los resultados de ELISA para Herpes virus tipo 4 (Kruger y col.,
2015).

4.6 — Diagnostico

4.6.1 — Deteccidn seroldgica

El diagndstico del BoHV-4 puede realizarse mediante la deteccién de
anticuerpos especificos en suero de los animales. La serologia positiva es un
indicador confiable de infeccion. Cualquier animal con presencia de anticuerpos es
considerado un portador y un potencial excretor intermitente, exceptuando casos de
animales jovenes que se puedan haber infectado de forma pasiva y/o animales
vacunados (Favoreel y col., 2000).

Entre las técnicas que se han empleado para diagnosticar esta enfermedad a nivel
mundial, en diferentes laboratorios, se destacan la seroneutralizacion (SN) vy
ensayos inmunoenzimaticos sobre fase sélida (ELISA). Dichas técnicas también son
empleadas usualmente para detectar anticuerpos contra BoHV - 1 en suero,
destacandose éstas por su alta sensibilidad (Puntel, 1999; Manual de la OIE, 2008).
También se ha utilizado ELISA para la deteccion de antigeno viral de forma segura
(Pico y col., 1997).

La desventaja de los métodos seroldgicos radica en la imposibilidad de diferenciar
animales vacunados de infectados naturalmente cuando se emplean vacunas
convencionales, lo que no ocurre hasta el momento en Uruguay.



4.6.2 — Deteccién molecular

La reaccion de cadena de la Polimerasa (PCR), ya sea convencional o
anidada, es la técnica de eleccion para la amplificacién de diferentes regiones de
ADN viral y con la posterior secuenciacion se ha logrado identificar una gran
cantidad de cepas de BoHV - 4 (Moran y col., 2015).

La PCR sigue siendo hoy la técnica molecular mas utilizada para el diagnéstico de
BoHV - 4 (Newcoer&Govens, 2016). Presenta como ventaja alta sensibilidad y
especificidad, rapidez en la ejecucién y aplicacién en distintas muestras clinicas a
diferencia del aislamiento viral, PCR puede utilizarse en muestras donde el virus se
encuentra inactivado o en estado latente (Campos y col., 2009).

4.7 - Control

Actualmente en nuestro pais no se dispone de estrategias para el control de
la infeccibn por el BoHV - 4 debido al desconocimiento de la misma. En
contrapartida, es de interés creciente en la regidon y varios paises del mundo, el
estudio de esta virosis que parece tener gran impacto reproductivo debido a los
diferentes cuadros que produce y su complejidad en el diagnostico clinico.

BoHV - 4 es util como potencial vector para la produccion de vacunas, ya que posee
una estructura gendmica menos compleja comparada con otros herpesvirus, lo que
permitiria una insercién estable de informacién genética adicional en su genoma
para la elaboracion de vacunas recombinantes. Ademas, es facilmente reproducible
en cultivos celulares y se dispone de modelos animales para su experimentacion
(Zimmermann y col., 2001). Actualmente se han obtenido buenos resultados en
estudios en los que se utilizd una cepa apatégena de BoHV — 4 como vector de
péptidos inmunogénicos de DVB y BoHV — 1. Esto confirma la potencialidad de su
utilizacion como herramienta biolégica (Donofrio y col., 2009).



5 - OBJETIVOS

5.1 - General

Diagnosticar virus Gammaherpes bovino 4 en ganado lechero del
departamento de Florida, Uruguay mediante pruebas seroldgicas y moleculares.

5.2 - Especificos

e Detectar anticuerpos anti-BoHV-4 mediante ELISA en bovinos lecheros del
departamento de Florida, Uruguay.

e Estandarizar la técnica de Nested - PCR para la deteccion de BoHV - 4 en
células mononucleares de sangre periférica.

e Confirmar la presencia de ADN viral en muestras seropositivas mediante
NPCR y secuenciacion.

e Realizar el andlisis filogenético de las secuencias obtenidas y compararlas
con cepas de referencia y de la region.



6 - MATERIALES Y METODO

6.1 — Muestras

El estudio se realizO en el Laboratorio de Inmunologia de Facultad de
Veterinaria utilizando 47 muestras del banco de suero conservadas a -20°C y 47
muestras de sangre periferia entera, proporcionadas por el laboratorio de
Inmunologia de Facultad de Veterinaria. Estas fueron extraidas de hembras bovinas,
de raza Holando, primiparas y multiparas, correspondientes a rodeos lecheros del
departamento de Florida con antecedentes de problemas reproductivos.

6.2 - Deteccion de anticuerpos anti-BoHV-4

Para la deteccién de anticuerpos especificos anti BoHV - 4 se utiliz6 un kit
comercial de Bio X Diagnostics (BIO — ABORTION ELISA KIT, Belgique, Europe).
Las placas estan sensibilizadas con antigenos de los agentes causales de
rinotraqueitis infecciosa bovina (BoHV-1) y diarrea viral bovina, ademas de BoHV —
4, lo cual permiti6 hacer un analisis comparativo de la presencia de estos tres
agentes.

Los sueros fueron diluidos 1:100, incubados en las microplacas sensibilizadas con
cada agente viral (BoHV -1, VDVB, BoHV- 4), purificados, incubados durante 1 hora
a temperatura ambiente. Luego de los respectivos lavados se incubaron nuevamente
con el agregado del conjugado (anti-IgG bovina unida a peroxidasa) como indica el
protocolo comercial respectivo. Para revelar la presencia de anticuerpos se utilizé
una solucién cromogénica (TMB- tetrametilbenzidina) y posteriormente se midi la
intensidad de color y luz en el espectrofotémetro a 450 nm.

Para cada muestra se calculd el coeficiente mediante la siguiente férmula:

Val (ue) = Delta OD Simple * 100

Delta OD positive

Segun la siguiente tabla se consideran coeficientes (punto de corte) negativos y
positivos para los distintos agentes en cuestion.



Agente. Coeficientes negativos. Coeficientes positivos.

BoHV-1 <20 >=20
DVB <27 >=27
BoHV-4 <37 >= 37

Tabla 1. Rangos de coeficientes establecidos por el Kit de ELISA para los 3 antigenos analizados.

6.3 - Extraccion de ADN vy Estandarizacién de la Nested — PCR

Se realiz6 la técnica de Nested PCR para la deteccion de genoma viral a un
conjunto de 17 muestras tomadas al azar, debido a la capacidad de procesamiento
con la que se contaba.

La extraccion del genoma viral se hizo de las muestras de sangre por el método de
Fenol-Cloroformo (Hughes y col., 1978) el cual se basa en cuatro pasos principales:
lisis celular y nuclear, luego purificacion del ADN, precipitacién y lavado con etanol y
por ultimo re suspensién del ADN.

Se puso a punto en nuestro laboratorio un protocolo de amplificaciéon descrito
previamente por Wellenberg y col. (2001). En este paso se obtuvo un fragmento de
615pb y luego de la segunda ronda de amplificacién segin Campos y col. (2014),
se obtuvieron fragmentos del gen que codifica para la glicoproteina B (gB) de 364pb.
Estos se visualizaron en geles de agarosa al 1,5%, tefiido con Good View
NucleicAcidStain. El control positivo utilizado, corresponde a la cepa MOVAR del
virus y fue gentilmente cedido por el grupo de investigacion de la Universidad
Federal de Rio Grande do Sul (URFGS) - Brasil. El control negativo utilizado fue
agua ultra pura. Para la Nested-PCR se realizaron dos rondas de amplificacion,
utilizando los 4 cebadores descritos en la tabla 2.



Primers Amplicon Gen GenBank Referencia
(bp) objetivo
PCR gB1 5'- 615 glicoproteina AF318573 Wellenbergy
] CCCTTCTTTACCACCACCTACA- B region: col., 2001
Prlmgzra 3 11381. .
ronda 111995
gB2 5'-
TGCCATAGCAGAGAAACAATGA-
3
n PCR PFnested 5'- 364 AF318573 Camposy
CAACAACATCAACAAGCAAGC- region: col., 2014
Segunda 3 11532. .
ronda 11895
PRnested 5'-
GACCACCCTCTGTAAACTG-3'

Tabla 2. Descripcién de la Nested PCR.

Electroforesis

Para la visualizacion de los productos de la n-PCR se realizO una corrida
electroforética. La electroforesis es una técnica mediante la cual se separan las
biomoléculas en disolucidon cuando se ven sometidas a un campo eléctrico. Cada
molécula se desplaza por efecto del campo. La movilidad de las moléculas depende
de la longitud de ésta (medida habitualmente como numero de pares de bases, pb).
La electroforesis separa los fragmentos de ADN de acuerdo con su longitud en pb.
Se utiliz6 un marcador de peso molecular que indica cada 100 pb. El avance del
frente de electroforesis en el gel se observa gracias a colorantes. El colorante de
carga imprime color a la muestra para facilitar el proceso de carga y aumentar la
densidad de la muestra con objeto de conseguir una buena distribucion de muestras
en cada pocillo. ElI colorante migra independientemente de la muestra, lo que
permite el calculo de la migracién de acidos nucleicos. Posteriormente se realizd una
lectura del gel utilizando luz ultravioleta.

6.4 - Secuenciacién v analisis filogenético

Los productos de PCR se enviaron a purificar y secuenciar a la empresa
Macrogen Inc., Corea. La alineacién de las secuencias de nucleétidos se realizé



utilizando el programa Bioedit version 2.0 que emplea la aplicacion ClustalW. Se
construyé el arbol con el software MEGA 5. Este programa permitio estimar el
modelo evolutivo que mas se adaptd a nuestros datos y también construir el arbol
filogenético. La historia evolutiva se deduce utilizando el método de “vecino mas
préximo”, que es un algoritmo que permite estimar la filogenia. Las cepas de
referencia y de la region fueron extraidas del GenBank.

6.5 - Andlisis de los datos

Se realizé un andlisis descriptivo de los datos mediante el empleo de
Microsoft office Excel, se elaboraron planillas donde se identificaron cada una de las
muestras con un numero y los resultados para BoHV-4, BoHV- 1 y DVB expresados
coOmo positivos o0 negativos.



7 — RESULTADOS

Teniendo en cuenta los rangos o escalas establecidos por el kit de ELISA
empleado, se encontré que de las 47 muestras analizadas, el 85% (n=40) fueron
seropositivas al virus gammaherpes bovino tipo 4, 91% (n= 43) lo fueron a BoHV - 1
y 34% (n=16) resultaron positivas a DVB.

También se determind el grado de positividad de los mismos, ademas de comparar
la presencia de BoHV - 4 con BoHV - 1 y DVB en las mismas muestras de forma
simultanea. Con respecto a BoHV — 4, se pudo determinar que de los 40 (85%)
animales seropositivos, 28 (70%) se manifestaron de forma débil, es decir que sus
coeficientes fueron mayores o iguales a 27 pero no superaron 81. Por el contrario
solo un animal mostrdé un coeficiente elevado, mayor a 135, el cual es considerado
como fuerte, mientras que los 11 (27,5%) restantes se mantuvieron en un rango
entre 81y 135 (Tabla 3).

Negativos Positivos débiles Positivos Positivos fuertes
BoHV - 4 7 (15%) 28 (60%) 11 (23%) 1 (2%)
BoHV - 1 4 (8,5%) 21 (45%) 13 (28%) 9 (19%)
DVB 31 (66%) 14 (30%) 2 (4%) 0 (0%)

Tabla 3. Cantidad de animales (%) discriminada segun los resultados de la técnica seroldgica
utilizada, ELISA.

De los 47 (100%) animales en estudios, el 91% (43/47) resultaron positivos a BoHV-
1. Cuatro ejemplares (8.5%) fueron negativos a BoHV - 1 y positivos a BoHV - 4.
Mientras que 7 (15%) animales fueron negativos a BoHV - 4 y positivos a BoHV — 1.
Solo 2 animales fueron positivos a DVB y BoHV-4 y uno fue positivo a DVB y BoHV-
1, en cuanto a la mayoria que fueron negativos a DVB, a la vez resultaron positivos
a los BoHV-4 y BoHV-1 (Tabla 4).



Negativos

BoHV -4 BoHV -1 DvB

Positivos BoHV -4 - 4 25
BoHV -1 7 - 26
DVB 2 1 -

Tabla 4. Relacion entre resultados positivos simultaneos a ELISA.

A 17 de los animales que se les realizo la técnica de Nested PCR para la deteccion
de genoma viral, obteniéndose 4 negativos y 13 positivos obteniendo en esta
instancia resultados netamente positivos, confirmando la infeccién de las mismas por
BoHV — 4. (Fig. 3).

Figura 3.Gel de agarosa de la nested PCR donde se observa la amplificacion del fragmento de 364
pb correspondiente a un fragmento del gen que codifica para la glicoproteina B de BoHV-4. En el
carril 1 se observa el peso molecular de 100 pb, en los carriles 2,3,4,6 y 8 se observan 5 muestras
positivas, en los carriles 5,7 y 9 muestras negativas, carril 10 control negativo,carril 11 control positivo
dilucién 1/100, carril 12 control positivo 1/500, carril 13 control positivo diluciéon 1/1000.



Por otro lado, se enviaron a secuenciar los 13 amplicones obtenidos, generando asi
la filogenia correspondiente a un fragmento del gen gB del BoHV-4 (Fig. 4).

Las muestras nacionales fueron comparadas con 28 secuencias de BoHV-4, fue
utilizado como grupo externo el virus: Macaca mulattarhadinovirus.
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Figura 4. Arbol filogenético del fragmento del gen que codifica para gB de BoHV-4. Se muestra la
relacion filogenética de secuencias de Uruguay (rombo negro) y cepas de referencia pertenecientes al
genBank provenientes de Brasil, Argentina, Turquia, Alemania y Reino Unido.



8 — DISCUSION

En nuestro pais BoHV-4 era desconocido hasta este momento, siendo esta la
primera deteccion tanto seroldgica como del genoma viral propiamente dicho. Se
asocia el BoHV - 4 con una amplia variedad de cuadros clinicos, ya sean infecciones
respiratorias, reproductivas, asi como animales aparentemente sanos en diferentes
partes del mundo (Donofrio y col., 2000; Miyano y col., 2004; Izumi y col., 2006;
Nikolin y col., 2007; Bilge-Dagalp y col., 2012; Moran y col., 2015). Ademas, se
detecté un alto nivel de infeccidbn por este agente en bovinos lecheros donde el
principal signo es la repeticion de celo (Kale y col., 2011).

En paises donde se ha determinado la presencia de BoHV - 4, han encontrado una
prevalencia generalmente baja, oscilando entre 16 y 30%, con bajos titulos de
anticuerpos neutralizantes (1:8 a 1.64) (Frazier y col., 2002). En el afio 2013 en
Colombia se estudiaron 7 predios, encontrando que la totalidad de los rodeos eran
positivos y el promedio de seropositividad rondaba en 72,4% (Motta y col., 2013).

En esta tesis se detectd un 85% de seropositividad en nuestro muestreo, donde los
animales tenian antecedentes de problemas reproductivos, siendo esta la primera
evidencia de la presencia de Gammaherpesvirus bovino 4 en Uruguay.

Estos resultados coinciden con los estudios publicados por Campos y col. (2014)
quien comprueba la presencia simultanea de diferentes géneros de herpesvirus.
Costa y col. (2011), encontraron que bovinos infectados con BoHV - 4 también lo
eran por BoHV -5, indicando que ambos ADN virales coexisten en células de
distintos fragmentos del sistema nervioso central.

Pudimos constatar que de 39 muestras positivas a 2 o0 mas de estas infecciones, 36
eran positivas a BoHV - 4 y BoHV — 1 por ELISA. A su vez, se confirma lo sefialado
por Frazier y col. (2002), los cuales reportaron que la mayoria de los ejemplares
positivos lo son de forma débil, en nuestro estudio mas del 50% de los sueros
positivos (85%), fueron levemente positivos.

En cuanto a la posibilidad de que exista reaccién cruzada entre BoHV-4 y otros
herpesvirus bovinos relacionados, Kruger y col. (2015) (b) no encontraron evidencia
de ello.

Los resultados obtenidos permitirAn profundizar en un futuro cercano sobre los
genotipos virales circulantes, asi como asociarlos con cuadros clinicos o
antecedentes reproductivos de interés para el pais.

En la actualidad los problemas reproductivos son motivo de importantes pérdidas
econdémicas por metritis, abortos, periodos interpartos prolongados, repeticion de
celos, etc. Otros agentes como DVB, IBR o Leptospira son considerados los



principales agentes causales de estos trastornos reproductivos que pueden
ocasionar grandes pérdidas (Easton, 2006; Mosca, 2013), sin embargo no se ha
tenido en cuenta a BoHV - 4, el que hoy en dia la bibliografia lo ha asociado
principalmente a infecciones del tracto reproductivo. En Argentina se encontré una
alta variabilidad de cepas aisladas de muestras provenientes de vacas que
presentaron abortos, destacandose asi el significado de las investigaciones sobre el
papel del virus como agente infeccioso capaz de provocar enfermedades
reproductivas en el ganado bovino (Moran y col.,, 2015). Donofrio y col. (2009)
aislaron y secuenciaron BoHV — 4 del Utero de vacas afectadas con metritis
postparto. Otro estudio confirmé en 9 casos analizados, a este virus como potencial
causante de aborto (Verna y col. 2012). Por lo que se evidencia cada vez mas la
responsabilidad de este agente frente a este problema.

De la filogenia obtenida se destaca que las cepas de BoHV-4 en Uruguay estan
agrupadas con otras cepas de la regién: Brasil, Argentina y el mundo: Italia y
Turquia. Confirmando que la region de gB se conserva efectivamente entre los
distintos aislados de BoHV-4 en diferentes regiones del mundo.



9- CONCLUSIONES

Si bien en la actualidad las enfermedades reproductivas, especificamente las
virosis cada dia ocupan un lugar mas importante, y los productores han incorporado
planes de inmunizacion para el ganado mediante la utilizacion de vacunas
polivalentes (IBR, DVB), cabe mencionar que existe escaso diagnostico, inclusive
cuando son tan bajos los porcentajes de prefez.

El diagnéstico del virus en la region y los reportes de su incidencia en la
reproduccion, motivaron la busqueda del virus gammaherpes bovino tipo 4 en
nuestros rodeos.

Este estudio es la primera evidencia en nuestro pais de la presencia de BoHV - 4.

Es necesario realizar mas investigaciones para poder aislar el virus y observar
cuales son los signos clinicos asociados al virus que estan presentes en nuestro
pais.
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11 - ANEXO

Planilla de resultados

CARAVANA | TUBO BOHV1 DVB BOHV4 nPCR
3193 1 1 1 1
861 2 1 1 1 0
4862 3 1 1 1 1
4674 4 1 1 0 1
417 5 1 0 1
3542 6 1 0 1 1
3448 7 1 0 1
5758 8 1 1 1
1965 9 1 0 1
1211 10 1 0 1
4322 11 1 0 0 0
2042 12 0 0 1 1
5949 14 1 1 1
3373 15 1 1 1 1
5092 16 1 1 0 0
4024 17 1 1 1




3982

18

6143

19

4851

20

5189

21

852

22

4649

23

4140

24

279

25

2053

26

1903

27

4325

28

2049

29

4401

41

836

42

4324

43

3684

44

1761

45

4005

47

5262

48




4274 49 1 0 1
5028 50
4404 53 1 0 1
5269 54 0 0 1
1808 55 1 1 1
820 56 1 0 1
913 57 1 0 1
821 58 0 1 1
819 59 1 0 1
3984 46b 1 1 1
4859 60 1 1 1
4851 61 1 0 0

Para la realizacion de este trabajo se consideraron solamente 47 muestras.




